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研究成果の概要（和文）：新規ゲノム編集技術CRISPR/Cas9を用い、全ゲノムスケールの19,114遺伝子を評価対
象とした機能的遺伝子スクリーニングをT/NK細胞性リンパ腫細胞株に対して施行し、各T/NK細胞リンパ腫病型の
細胞増殖・生存に必須の遺伝子群を同定した。この中の数遺伝子に関して検証実験を行い、いずれもノックアウ
トによりT/NK細胞リンパ腫細胞株の増殖・生存がそこなわれることを確認できた。これにより当研究の目的であ
るT/NK細胞リンパ腫の治療標的分子・分子シグナリングの包括的リストの作成を達成できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed genome-wide CRISPR-Cas9 screens in multiple T/NK
 lymphoma cell lines for identifying essential genes for cellular proliferation/survival in a series
 of T/NK cell lymphoma cell lines. Positive and negative control sgRNAs were correctly identified 
through the entire screening, confirming the validity of the screening results. We identified genes 
which were selectively essential for each diease group in T/NK cell lymphomas. Some among the 
essential genes were confirmed in the follow-up functional experiments. All together, we established
 an entire list of candidate genes for molecular targeted therapies in T/NK cell lymphomas.

研究分野：血液腫瘍学、分子腫瘍学、分子生物学、腫瘍免疫学

キーワード： T細胞リンパ腫　NK細胞リンパ腫　ATLL　CRISPR　分子標的治療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
T/NK細胞リンパ腫の多くは現行の治療に対して５年生存率３０％と予後不良である。今回の研究からT/NK細胞リ
ンパ腫の治療標的分子・分子シグナリングの包括的リストを作成できたことで、新規分子標的治療開発が加速さ
れ、将来的にT/NK細胞リンパ腫の治療成績の向上に貢献することができる。また、T/NK細胞リンパ腫の増殖・生
存の分子メカニズムの理解が進んだ点は学術的意義が高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
次世代シークエンシング技術の発達から、近年 T/NK 細胞性リンパ腫においても膨大ながんの遺
伝子 DNA 変異/発現異常のデータが集積・発表されている。次の重要な課題は、治療標的やバイ
オマーカーとしてどの遺伝子が機能的に重要なのかを明らかにすることである。研究代表者は、
これまで T細胞性リンパ腫を中心に、アレイ CGH 法によるゲノム増幅欠損領域の決定、次世代シ
ークエンサーを用いた網羅的遺伝子変異解析(RNAseq)から CCR4 ケモカインレセプターにおける
機能亢進型点突然変異の発見 (T 細胞性リンパ腫の１病型である成人 T 細胞性白血病リンパ腫
(ATLL)の 26%)など、悪性リンパ腫の分子病態の解明に貢献してきた。さらに治療標的・バイオ
マーカーとなる「機能的」遺伝子を解明するため、2011 年より shRNA を用いた網羅的な機能的
遺伝子スクリーニング法を T 細胞性リンパ腫細胞株に対して導入、その研究成果として幾つか
の治療標的遺伝子候補を同定した。しかしながら shRNA を用いた網羅的な機能的遺伝子スクリ
ーニング法では、その効率・特異性に限界があり、スクリーニング対象遺伝子数は約 1000 個が
限界であった。より多くの遺伝子をスクリーニング対象にできる新技術を導入し、T/NK 細胞性
リンパ腫の新規治療標的分子やバイオマーカーを見出し、臨床応用への橋渡し研究へ道筋をつ
ける必要がある。   
 
２．研究の目的 
革新的ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 を用いた網羅的機能的遺伝子スクリーニングを T/NK 細胞性
リンパ腫細胞株に対して施行し、全ゲノムスケールの 19,114 遺伝子の中から治療標的分子候補
を同定し、臨床への橋渡し研究への基盤を作る。 
 
３．研究の方法 
（１）スクリーニング可能な細胞株の作成   
ヒト T/NK 細胞リンパ腫病型から樹立された細胞株に対して Cas9 ヌクレアーゼを導入し、T/NK
細胞リンパ腫細胞株において標的遺伝子を極めて高確率にノックアウトできるシステムを確立
するため、細胞株に Cas9 ヌクレアーゼを発現導入する。 
（２）全ゲノムスケールでの機能的遺伝子スクリーニング(CRISPR スクリーニング)の実行 
スクリーニング方法は Nat Methods. (2014) 11, 783–784.に基づきつつ、さらに研究代表者の
過去の shRNA ライブラリースクリーニングから得たノウハウを加え、プロトコールの最適化を
行った。プラスミドレポジトリーである Addgene から、19,114 遺伝子に対して 76,441sgRNA が
含まれたレンチウイルスライブラリーを入手した。293T 細胞にトランスフェクションし、sgRNA
ライブラリーレンチウイルスを作成し、（１）で作成した Cas9 導入 T/NK 細胞性リンパ腫細胞株
に感染させた。Puromycin で sgRNA が導入された細胞を純化後、半分の細胞からゲノム DNA を抽
出し(Day0 DNA)、残りの半分は継代培養後の 28 日目にゲノム DNA を抽出した(Day28 DNA)。   
抽出したゲノム DNA から、レンチウイルスゲノム配列に特異的な PCR プライマーを用いて sgRNA
配列を PCR 増幅し、精製後にイルミナ次世代シークエンサーで解析した。Day0 に比較して Day28
でそのリード数が減少していた sgRNA を同定した。この sgRNA の標的遺伝子は T/NK 細胞性リン
パ腫細胞株の細胞増殖能あるいは生存能に必須の遺伝子であることから、T/NK 細胞性リンパ腫
細胞に対する治療標的候補遺伝子と考えることができる。   
（３）CRISPR スクリーニング結果の確認： 
得られた大規模スクリーニングデータセットを解析し、各 T/NK 細胞リンパ腫病型に特徴的な治
療標的遺伝子候補を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）スクリーニング可能な細胞株の作成   
様々な T/NK 細胞リンパ腫病型から樹立された細胞株に対して Cas9 ヌクレアーゼを導入し、最
終的に 4病型 10種類の細胞樹立に成功した。これらの細胞で標的遺伝子を極めて高確率にノッ
クアウトできることを確認できた。これにより 19,114 遺伝子を標的とする CRISPR スクリーニ
ングを施行する本研究の基盤が整った。   
（２）CRISPR スクリーニングの実行： Cas9 ヌクレアーゼを導入した T/NK 細胞リンパ腫細胞株
に対し、19,114 遺伝子に対して 76,441sgRNA が含まれたレンチウイルス sgRNA ライブラリーを
感染させ、28 日間の継代培養を経た細胞からゲノム DNA を抽出した。感染直後の細胞からのゲ
ノム DNA と共に、レンチウイルスゲノム配列に特異的な PCR プライマーを用いて sgRNA 配列を
PCR 増幅したものを、次世代シークエンサーNEXTseq500 でシークエンスした。感染直後と比較し
て 28 日間の継代培養の間に細胞数を有意に減少させた sgRNA を網羅的に同定した。最終的に
T/NK 細胞リンパ腫細胞株９種類おいて CRISPR スクリーニングのデータセットを作成すること
ができた。スクリーニング中にはネガティブコントロール sgRNA を 1000 個（どの遺伝子もノッ
クアウトすることのない sgRNA）が含まれており、これらは感染直後と比較して 28 日間の継代
培養の後にもその数に大きな変化は見られなかった。一方、ポジティブコントロール sgRNA(当



該遺伝子をノックアウトするとほぼ全ての細胞種で細胞毒性を示すことが既報でわかっている
もの)は、感染直後と比較して 28 日間の継代培養の後にその数に大きな減少を認めていたこと
から、本スクリーニングは正しく機能しており、ここから得られるデータは解析に値するもので
あることを確認することができた。これにより各 T/NK 細胞リンパ腫の細胞増殖・生存に必須の
遺伝子群を同定した。 
（３）CRISPR スクリーニング結果の確認： (2)で得られた大規模スクリーニングデータセット
を解析し、各 T/NK 細胞リンパ腫病型に特徴的な治療標的遺伝子候補を同定した。この中の数遺
伝子に関して検証実験を行い、どの遺伝子もノックアウトにより T/NK 細胞リンパ腫細胞株の増
殖・生存が損なわれることを確認できた。これにより当研究の目的である T/NK 細胞リンパ腫の
治療標的分子・分子シグナリングの包括的リストの作成を達成できた。このリストには他疾患
（固形腫瘍）に対する治療薬として保険適応となっている薬剤の標的分子が含まれており、この
薬剤は T/NK 細胞リンパ腫に対する新規治療薬として有望であると考えた。そこで T/NK 細胞リ
ンパ腫細胞株に対して当該薬剤処理を行ったところ、顕著な細胞周期停止（図１）およびアポト
ーシスの増加（図２）を誘導できることを確認することができた。これにより、本研究で見出さ
れた包括的リストの有用性を具体的に示すことができた。 
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